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Ⅰ研究の成果(1000字程度)
(図表も含めて分かりやすく記入のこと)
RNAiとは細胞内に2本鎖RNAを 導入すると、その配列に特異的にターゲット遺伝
子の発現抑制が引き起こされる現象である。近年、RNAiの手法は機能未知遺伝子の機
能解析や医薬品の開発などの様々な分野において応用されているが、現状では有機合成
による2本 鎖RNAの合成コス トが高く、活性の高いsiRNAの配列をデザインする方
法が確立されていないと言う問題点がある。
そこで本研究では、2本鎖RNAの合成コス トの軽減を図るために、T7RNAポリメ
ラーゼを用いた転写合成による安価かつ簡便なsiRNAの合成法を確立した(図1)。こ
の方法では、センス鎖とアンチセンス鎖が トリミングループという配列を介してつなが
れた配列を鋳型DNAのT7プ ロモーターの下流に配置 し、T7RNAポリメラーゼを用
いて転写反応をおこなう。このとき、得られる転写産物は自発的なヘアピン形成により
short hairpin RNA (shRNA)を形成する。そして次にG特 異的に切断する RNase T1
を加 え ることで、転写 開始部分 と トリミングルー プ中に配置 され たGの3'側 の部分 で
切断 させ 、最終的 にsiRNAが得 られ る。この方法で は、1本鎖のヘア ピンRNAを 経 由
してsiRNAを合成す るた め、鋳型DNAが1本 で済み、アニ ー リングの操作 も不 要で
あ る ことか ら、コス トや労力 を軽減 す るこ とがで きた。また、品質的 に も2本 鎖 のアニ
ー リングの効 率が高 く、活性 の高いsiRNAが得 られ る ことを確認 した。
(図1)新 規siRNA転写合成法の概要
次に、活性の高いsiRNAのデザインを可能にするための、RNAi活性予測アルゴリ
ズムを開発した。まず、EGFPmRNAをターゲットとするsiRNAの配列と活性との関
連性を統計的に解析することで、siRNAの活性に影響を及ぼす因子を同定した。解析
の結果から、siRNAの活性はその塩基組成に大きな影響を受けていることが示された。
また、siRNAの塩基組成と活性との関係に3塩基ごとの周期性があることを見出した。
さらに、センス鎖のポジション10においてはUが 最も活性に寄与 していることが判明
した。そして、これらの情報を元にRNAi活性予測アルゴリズムを構築し、相関係数
0.7以上の精度で活性の予測を可能にした(図2)。外来のEGFP遺伝子をターゲット
とした場合のみならず、内在遺伝子の GAPDH ‚âƒÀ-catenin 遺伝子をターゲットとし
た場合にも予測が有効であることを確認した。これにより、活性の高いsiRNAの配列
を容易にデザインすることを可能にした。
(図2)RNAi活性予測アルゴリズムにより算出した活性予測値 と活性実測値 との相関性
以上、本研究ではsiRNA合成 コス トの軽減 を図 り、活性 の高いsiRNAのデザインを可
能にす ることで、RNAi法の有用性 を高めることに相 当の成果をあげた。また、これまでほ
とん ど明 らかに されてこなかったRNAiの メカニズムにっいて、い くつかの全 く新 しい知
見 を得 ることができた。
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